Cviceni z fyziologie rostlin

Organogeneze in vitro

Teoreticky Gvod:

Jednim z neddlezitéjSich faktorl ovliviujicich rist a morfogenezi v tkanovych kulturach rostlin je
slozeni kultivaéniho média. Média pouzivana pro kultivaci rostlinnych pletiv ¢ organt obsahuji
potfebné mnozstvi makro a mikroprvkd, vitamind, aminokyselin, cukr( a dalSich latek. Nejcastéji se
pouzivaji média Murashige a Skoog (MS, 1962)),White (1963) a Nitsch a Nitsch (1969).

Rist a vyvoj rostlin je regulovan interakcemi mezi jednotlivymi rostlinnymi hormony, mezi které
klasicky zarazujeme téchto pét skupin latek : gibberilliny, auxiny, cytokininy, kyselinu abscisovou a
ethylen. Mezi rostlinné regulatory rostlin dale patfi oligosacharidy, brassinosteroidy, jasmonaty ,
kyselina salicylova a polyaminy. Skupina latek ovliviujici kliceni a rust rostlin se i nadale rozrlista a
zatim neni zcela objasnény vliv napf. turgorin nebo strigolu.

Oproti zivo¢iSnym hormonim jsou rostlinné méné specifické a jsou zapojeny do vyvojovych regulaci s
vySSi komplexitou, mohou pusobit zarovenn mnoho odliSnych efektll nebo jen jeden jakykoliv z nich v
zavislosti na mistnich podminkach uvniti rostliny. DalSim jejich podstatnym rysem je jejich
kooperativni plsobeni. Jejich hlavni efekt tak muze byt zavisly na dynamické rovnovaze hormond,
ktera je dosazena ve specifickych stadiich rostlinného rastu ¢i vyvoje.

AUXINY

Primarnim auxinem v rostlinach je IAA(indoloctoca kyselina), dale zde patfi latky jako IBA(kyselina
indolylméselna), fenoloctova kyselina, kyselina naftyloctova (NAA), 2,4,5-trichlorfenoxyoctova (2,4,5T),
kyselina 2,4-dichlorfenoxy-octova (2,4-D nebo 4-chloro-IAA. Efekt auxinl IBA a dalSich derivatu IAA je

pfisuzovan konverzi téchto latek na IAA.
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Auxiny mohou byt v rostlinach syntetizovany tryptofan-dependentni a independentni drahou. V
rostlinach se nachazi auxiny ve formé volné a vazané. Volné jsou rychle difundovany z/do pletiv a
muzou tak rychle regulovat fyziologické procesy. Vazané auxiny jsou ve formé konjugatd s
aminokyselinami,peptidy,sacharidy a jsou proto rezervni a zasobni formou, ktera muze byt pfislusnym
enzymatickym krokem aktivovana.

Nékteré funkce auxinl

e prodluzovaci rist

e bunécné déleni v kambiu

e bunécné déleni a tvorba kofenl

Adventivni a postranni kofeny se zakladaji v pericyklu coZ je podporovano auxiny, proto jsou (zejm.
IBA) soucasti mnohych komeréné dostupnych zakorefovacich stimulatort (AS-1, Kostim, atd.)

e bunécéné déleni v tkarovych kulturach

Auxiny podporuji bunééné déleni a prodluzovaci rist bunék. Proto jsou hojné pouzivany v tkanovych
kulturach rostlin, zejm. k zakoferiovani explantatd a propaguli pfed jejich pfenosem do in vivo
podminek.

¢ apikalni dominance

Z vrcholové c¢asti hlavniho stonku (apexu) vychazeji vlivy inhibujici vyvoj postrannich pupen(.
Odstranénim vrcholu vede k raseni postrannich pupenl. Odfizneme-li vrchol a na Feznou ranu
aplikujeme IAA, zGstanou postranni pupeny dale inhibovany. IAA ma zde jen nepfimy Gcinek: indukuje
tvorbu ethylenu v postrannich vrcholech a ten pak inhibuje.

e senescence (opad) plodud a listl

IAA stimuluje, tak i inhibuje vytvarfeni oddélovaci zény v listech a v plodech. Proto se fada syntetickych
auxinu pouziva k umeélé defoliaci rostlin ¢i k fizenému opadu pfebyte€nych plodu. Plsobeni auxinu je
zde shodné s efektem jinych latek ovliviiujicich senescenci, a to kyseliny abscisové (ABA) a ethylenu.
e partenokarpie



CYTOKININY

Patfi zde N6 substituované derivaty adeninu: kinetin, isopentenyladenin a dalSi. Stejné jako auxiny
mohou byt vazané i volné(baze,viz struktury). Vazané cytokininy jsou ve formé glukosidi nebo jako
derivaty alaninu. Glukosidy jsou pravdépodobné transportni a rezervni formou, derivaty alaninu
vznikaji nevratnou detoxifikaci. Cytokininy jsou deaktivovany oxidativnim $tépenim nebo N-konjugaci s
glukosou nebo alaninem.

Cytokininy jsou syntetizovany v kofenech a nasledné jsou transportovany skrz xylém do prytu.
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Nékteré funkce cytokinind

e podpora bunééného déleni

Cytokininy spole¢né s auxiny podporuji déleni bunék a tvorbu kalusu. Zmény poméru jejich
koncentraci zplUsobi vyvoj riznych ¢asti rostliny, jejich pusobeni je antagonistické.

e oddaleni senescence

Cytokininy zpomaluji opad (senescenci) listd a plodud. Inhibuji rozpad listového chlorofylu a tim téz
pfispivaji k oddaleni senescence.

e syntéza betacyaninu ve tmé

e aktivace enzymu

Fyziologicky uc€inek cytokininG zavisi také na pfislusné rostliné a hlavné koncentraci aplikovaného
cytokininu. Kinetin aplikovany na kofeny v nizkych koncentracich stimuluje fotosyntézu a rust,pfesto
dochazi k inhibici rdstu kofenu i rostliny,pokud jsou kofeny vystaveny G¢inku kinetinu po del$i dobu (2

dny).

GIBBERILLINY

Doposud bylo identifikovano vice jak 112 gibberillin{i. Jsou to terpenoidy syntetizovany skrze kyselinu
mevalonovou a jejich syntéza vedouci k danym gibberillinim je odli§na a unikatni v riznych rostlinach.
Pouze par téchto latek je skute¢né aktivnich, vétSinou jsou to prekurzory nebo deaktivované formy.
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Nékteré funkce gibberellinu

e bunécné déleni a prodluzovani spojené se stimulaci rdstu

e bunécné déleni v kambiu

Gibberelliny aktivuji spolu s IAA buné&né déleni v kambiu na jafe.

e partenokarpie

Partenokarpie jabloni, rajcat, a okurek mlze byt, podobné jako IAA, vyvolana i gibberelliny.

e indukce kveteni

U dlouhodennich rostlin a u celé fady rostlin s poZadavkem nizkych teplot mohou gibbereliny
vyvolavat kveteni v neinduktivnich podminkach odpocinek (dormance) pupent. Zkracujici se délka
dne vyvolava v pupenech nasich dfevin dormanci, nebot se v nich hromadi inhibiéni latky (napf.



kyselina abscisova). Dormanci Ize zrusit pisobenim nizkych teplot, coz ma za nasledek zvyseni
hladiny endogennich gibberellint plsobicich na pupeny aktivaéné.

e apikalni dominance

Aplikace gibberillinu zesiluje stavajici apikalni dominanci.

e poruSeni odpocinku semen

Cela Ffada rostlin kli¢i pouze za urcitych podminek, napf. po ozafeni ¢ervenym svétlem. V mnoha
pfipadech Ize vyvolat kli€eni téchto semen i ve tmé a to po oSetfeni gibberellinem.

Z vySe uvedeného je zifejmé, ze IAA a gibberilliny ovliviiuji mnohé vyvojové procesy rostlin obdobné.
Pfedpoklada se, Ze gibberelliny ovliviiuji endogenni hladinu IAA.

ETHYLEN

K objevu fyziologickych G¢ink( ethylenu doSlo v Némecku na pfelomu stoleti. Stromy vysazené v
blizkosti plynovych lamp pouli€éniho osvétleni shazovaly zdanlivé bezduvodné listy. Defoliaci
zplGsoboval ethylen pfitomny ve svitiplynu. Biosyntéza ethylenu je odvozena od aminokyseliny
methioninu.
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Nékteré funkce ethylenu

e zrani plodu

Ethylen silné podporuje zrani vSech plodl. V zemédélstvi se vyuziva pfi sklizni nezralych plodu a
jejich uskladnéni ve specialnich boxech bez pfistupu ethylenu, ktery je do nich vhanén tésné pred
jejich prodejem.

e abscise

Ethylen podporuje abscisi (opad) listli, kvétt a ploda celé fady rostlinnych druh(.

e determinace pohlavi rostlin

Ethylen se vyznamné podili na regulaci pohlavi rostlin a je spojen s podporou nasady samicich kvétu.

KYSELINA ABSCISOVA

TéZ v minulosti zvanda abscisin Il nebo dormin, nékdy oznaovana zkratkou ABA (z angl. Abscise
Acid). Ma hlavné inhibi¢ni efekt.

CHs
CHsw _CHs |
NN
oH COOH
o” CH;
ABA

Nékteré funkce ABA v rostlinach

e senescence

Aplikaci malé kapky roztoku ABA lze vyvolat Zloutnuti oSetfené plosky, zbytek listu zlistane zeleny.
Tento efekt je opacny k Uc€inku cytokinind.

o ABA ovliviiuje vyvoj semen

Hladina ABA se zvySuje v prubéhu rannych stadii vyvoje semen. Narust stimuluje produkci zasobnich
proteinll a je zodpovédny za zabranéni pfed¢asného kliceni..

e ABA a hospodareni s vodou

ABA stimuluje zavirani priducht a tim reguluje i transpiraci rostlin.

KYSELINA JASMONOVA
Chemicky se jedna o 3-oxo-2-(2'-cis-penetnyl)cyklopentan-1-octovou kyselinu. Biosyntéza kyseliny

jasmonové vychazi z a-linolenové kyseliny.
Ve zvySené koncentraci se vyskytuje v rostlinach pfi biotickém &i abiotickém stresu.
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Kyselina jasmonova

BRASSINOSTEROIDY

Brassinosteroidy jsou v rostlindch pfitomny v extrémné nizkych koncentracich. Do roku 2000 bylo
objeveno 56 pfirozenych brassinosteroidu a stale jesté pribyvaji. Mnoho vyvojovych proces(, které
jsou ovlivnény brassinosteroidy, je zaroven fizeno i auxinem (prodluZovani stonku a kofend, kli¢eni
semen, apikalni dominance aj.). Brassinosteroidy jsou zavislé na zmé&nach poméru auxinu/cytokininu v
rostlinnych tkanich.
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POLYAMINY

Patfi zde skupina alifatickych amin( s nerozvétvenym fetézcem. Vznikaji biosyntézou z aminokyselin.
Patfi zde spermin(SPM), spermidin(SPD), kadaverin a putrescin(PUT). Univerzalni vyskyt PUT, SPD
a SPM v rostlinnych organech vede k pfedpokladu, Ze PA plni dllezité funkce v regulaci rustu rostlin.
Prokazalo se, Ze se polyaminy podileji na procesech, které chrani rostliny pfed stresem. Ve své volné
formé& (endogenni i pfi exogenni aplikaci) funguji faktory zamezujici starnuti. Hlavni ucinky v ovoci
jsou: zpomaleni barevnych zmén, zvySeni pevnosti ovoce, oddaleni emise etylenu a zpomaleni
respirace, umélé vytvareni (indukovani) mechanické rezistence aj.
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Experiment:
» Vliv rostlinnych hormonu kinetinu a IAA na vyvoj tabaku v in vitro podminkach*

Cil experimentu:
Cilem experimentu je zjistit, jaky vliv maji rizné koncentrace kinetinu a IAA na organogenezi
tabaku a urcit, ktera ¢ast rostliny je pro toto uspofadani nejvhodnéjsi.

Rostlinny material:
Sterilni rostliny tabaku

Potreby a chemikalie:

Petriho misky, 6-jamkové sterilni plastové destic¢ky, kadinky, odmérné valce, pipety, zasobni
roztoky mikro prvka a vitamind, chemikalie pro pfipravu média (viz tabulka), destilovana voda, pevné
latky kinetinu a IAA, NaOH, ethanol, sterilni nastroje.

Provedeni experimentu:

1.¢ast: Priprava MS média

1. Navazime pfesné mnozstvi latek podle vySe uvedené tabulky a rozpustime v kadince pfiblizné ve
400 mL destilované vody. Do vysledného roztoku pipetujeme také uvedené mnozstvi vitamind a
mikroprvk(l ze zasobnich roztok(. Po rozpusténi vSech slozek upravime pH tohoto roztoku pomoci
elektronického pH -metru na hodnotu 5,6 .

2. Pfidame 8 g agaru a 30 g sacharozy a po rozpusténi roztok doplnime na objem 1 L.

Murashige-Skoog médium

Latka Koncentrace Zasobniroztok Mnozstviv mL do 1
v médiu mg/L L média
NHsNO3 1650 - -
KNO3 1900 - -
CaCl, *2H,0 (CaCly) 440 (332) - -
MgSO4*7H20 370 - -
KH2PO4 170
H3:BO3 6,2
MnSO, * 4H,0(H20) 22,3 (15,6)
ZnS04 *7H,0 8,6
Kl 0,83 83 mg/100mL 10
Na;MoQ4 *2H,0 0,25 2,5 mg/100mL 10
CuSO0, *5H,0 0,025 2,5 mg/100mL 10
CoCly* 6H,0 0,025 2,5 mg/100mL 10
Chelaton3 (Naz;EDTA) 37,2
FeSO4*7H,0 27,8
Nicotic acid 0,5 5 mg/50mL 5
Pyridoxin 0,5 5 mg/50 mL 5
Thiamin 0,1 10 mg/50 mL 0,5
Glycin 2 10 mg /50 mL 10
inositol 100 0,5 mg/50 mL 10
sacharoza 30 000
agar 8 000

4. Pripravime si roztoky rostlinnych hormon.

3 mg IAA rozpustime v malém mnozstvi Cistého ethanolu a opatrné pfidavame teplou destilovanou
vodu do kone€ného objemu 10 mL. Pozor, |IAA se srazi z roztoku!.

1 mg kinetinu rozpustime nejdfive v kapiéce 1M NaOH a poté doplnime destilovanou vodou do 10 mL.

5. Nakonec rozlijeme médium po 200 mL do 250mL lahvi a popiSeme je podle nasledujici tabulky na
variantu ¢.1 az 5. Do 200 mL gisttho MS média napipetujeme uvedené mnozstvi roztok( IAA a
kinetinu. Sterilizaci roztok( provede vedouci cvi¢eni.
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Varianta 1 2 3 4
Koncentrace 3 mg/L 0,3 mg/L 0,03 mg/L 0
IAA
Koncentrace 0,2 mg/L 0,02 mg/L 1 mg/L 0,2mg/L
Kinetinu
IAA 2mL 0,2 mL 0,02 mL 0
Kinetin 0,4 mL 0,04 mL 2mL 0,4 mL




2.¢ast : Priprava nadob na péstovani tabaku a o¢kovani média rostlinnym materialem

Zé&kladni podminkou kultivace in vitro je zajisténi sterilnich podminek v celém pribéhu prace. Média
svym slozenim predstavuji zivnou pldu nejen pro explantat, ale i pro vétSinu plisni a bakterii .

1. Jednotlivé sklenéné lahve se steriinim MS médiem ohfejeme v mikroviné. troubé tak, Ze pred
samotnym ohfevem odstranime alobal a lehce uvolnime vicko. Pfihfivame na nejvySSi vykon trouby
az do uplného rozpusténi (pfiblizné 3 minuty).

2. Lahve opatrné preneseme do predem vycisténych flowboxu a poté postupné rozlévame priblizné 5
mL média na jamku v 6-jamkové desti¢ce nebo 15ml média do petriho misky. Rozlévame vzdy jednu
variantu MS média na danou 6-jamkovou desti¢ku a nebo petriho misku a v§e dukladné popiSeme.
Prikryjeme vi¢ky a nechame ztuhnout ve spusténém flowboxu.

3. Na pfipravené sterilni misky rozdélime jednotlivé &asti tabaku. Kofeny nafezeme sterilnim
skalpelem na 1 - 1,5 cm kusy a pokladame tfi na jednu jamku nebo malou petriho misku.

Stonky tabaku nafezeme na valce, z kterych se pokusime vypreparovat duzinu a tu pak nakrajime na
tenké fezy a po tfech pokladame do jamek.

Listy tabaku nastfihame sterilnimi nizkami na &tvere€ky (0,5x0,5 cm) a taky rozlozime po tfech do
jamek.

Dodrzujte sterilni podminky pfi praci ve flowboxu.
Po ¢&tyfech tydnech vyhodnotit.

Ukoly:

1. Jaky vyznam maji pro rostliny cytokininy a auxiny ?
2. Uvedte pfiklad, jak se daji pouzivat rostlinné hormony v praxi.
3. Které hormony ovliviiuji defoliaci rostlin?



